Characterization of an envelope protein(VP110)of shrimp white spot syndrome virus by 林姝媚
学校编码：10384                              分类号      密级        
学号：200126047                                           UDC       
 
厦  门  大  学 
硕  士  学  位  论  文 
                                          
对虾白斑综合症病毒一个膜蛋白 VP110 的鉴定及功能的初步研究 
Characterization of an envelope protein (VP110) of 
shrimp white spot syndrome virus 
林姝媚 
指导教师姓名：陈 睦 传  教 授 
杨    丰  研究员 
专 业 名 称：植物细胞分子生物学 
论文提交日期：2005 年  月  日 
论文答辩时间：2005 年  月  日 
学位授予日期： 
 
答辩委员会主席：        
评 阅 人：             



























                声明人（签名）： 



























对虾白斑综合症病毒一个膜蛋白 VP110 的鉴定及功能的初步研究 
 2
摘要 
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ABSTRACT 
White spot syndrome virus （ WSSV ）， an enveloped, non-occluded, 
bacilliform and circular dsDNA virus， is one of the major pathogens of 
shrimp diseases, causing considerable mortality in penaeid shrimp.  
Based on the efficent method for purification of intact WSSV viral 
particles constructed in our lab, envelope proteins and the nucleocapsid 
fraction of WSSV were seperated by SDS-PAGE and further identified by 
mass spectrometry. The resulting amino acid sequence of a protein of 110 
kDa (termed VP110) from purified WSSV’s envelope fraction matched 
WSV035 of the WSSV genome ORF database. WSV035 contained 2916 nt, 
encoding 972 aa, and was termed the vp110. To validate result of MS, the 
C-terminal segment of the wsv035 gene was expressed in E. coli as a GST 
and (His)6-tagged fusion protein and then specific antibody was raised. 
The analysis by western blot and immuno-electron microscopy demonstrated 
that VP110 was an envelope protein of WSSV. To better understand the 
biological function of the VP110, the interaction between VP110 and host 
cells was performed by using indirect immunofluorescence microscopy and 
competitive inhibition assays. The results showed that VP110 was capable 
of attaching to host cells, and the synthetic RGDT peptide could inhibit 
VP110 adhesion to cellular surfaces, suggesting that RGD motif played 
an important role in the interaction of VP110 and host cells. In vivo 
neutralization experimental results suggested that VP110 might be 
involved in WSSV infectivity. 
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BSA：bovine serum albumin，牛血清白蛋白 
EDTA：thylene minetetraacetic acid，乙二胺四乙酸 
FITC: fluorescein isothiocyanate,异硫氰酸荧光黄 




mRNA：messager RNA，信使 RNA 
ORF：open reading frame，开放阅读框 
Poly(A) signal: polyadylation signal 
RACE：rapid amplification of cDNA end 
rpm: round per minute, 转/分 
RT-PCR：reverse transcriptase-PCR 
sec：second，秒 
WSSV：white spot syndrome virus，对虾白斑综合症杆状病毒 

















































































90-100nm，无包涵体；病毒粒子的 外层是由 2 层单位膜组成的囊膜，两膜之
间有较宽阔的间隙，囊膜的一端延伸成长尾状；紧接囊膜向内是核衣壳，病毒
的衣壳结构为螺旋排列的亚单位形成的圆柱体，螺旋与衣壳长轴垂直，螺距
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病毒具有双链 DNA，至少有 22 个 Hind III 酶切位点，大小超过 150Kb。但是该
方法得到的病毒 DNA 不完整，且纯化的病毒粒子纯度低，混有对虾基因组 DNA。
Lo 等在 Wang 等所获得的 WSSV 基因组 DNA 片段的基础上，将无对虾基因组 DNA












39 个多态性位点，G+C 含量为 41%。整个基因组序列中，所有的预测开放阅读
框(Open Reading Frame，ORF)共有 531 个，预测编码多肽(大于 50 个氨基酸)181
个，约有 80%(约 140 个 ORF)拥有真核生物 polyadylation signal 加尾信号
AATAAA（poly(A) signal），而另外的约 20%则没有。在具有 poly(A) signal
的 ORFs 当中，其中的 36 个基因的转录已经在 cDNA 文库中得到了证实或者已经
有了相关报道，有 52 个基因的转录已经通过逆转录 PCR(RT-PCR)得到证实。此





(1)  涉及到 DNA 代谢的酶类，如：胸腺嘧啶核苷酸合成酶(Thymidylate 
Synthase, TS)、核糖核酸还原酶大小亚基(Ribonucleotide Reductase large 






(2)  涉及DNA复制与转录的一些酶类，如：DNA聚合酶(DNA Polymerase)、


















(3)  除了与 DNA 代谢，转录有关的关键酶之外，在病毒基因组的一百多
个开放阅读框中，还有一些对于病毒感染机制研究极为关键的结构蛋白，如：
膜蛋白(Envelope Protein)、核衣壳蛋白(Nucleocaspid Protein)等。 
(4)  在 WSSV 基因组编码的 ORF 中还发现了一些高度保守的蛋白质结构
域，如：保守的锌指蛋白结构域(Zinc Finger Protein)，保守的亮氨酸拉链结



























































蛋白 VP15 或称非特异 DNA 结合蛋白 P6.8， N-端氨基酸测序表明其从第二
个 ATG 开始翻译；可能是病毒核衣壳的 DNA 结合蛋白。该病毒蛋白富含 Arg 和





蛋白 VP35 经 Western 杂交证实其存在于病毒的核衣壳部分。研究者在 VP35
蛋白序列中发现两个核定位序列 nuclear localization signals (NLSs)，但
是只有一个在 VP35 感染昆虫细胞的过程中行使功能。同时发现该蛋白富含酸性
氨基酸。将 VP35 蛋白的 N-末端四个带正电的氨基酸残基((24)KRKR(27))突变
为 AAAA，VP35 被发现仅分布在细胞质中。这个序列证明是 VP35 蛋白行使核定
位的关键功能结构域。但是有研究证明 VP35 基因定位在 WSSV 基因组的高可变
区
[35]
, 在 某 些 宿 主 如 南 美 白 对 虾  (Penaeus vannamei) 中 国 对 虾 
(Penaeus.chinensis),和斑节对虾 (Penaeus. Monodon)产生该基因缺失,说明
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VP664 全长 18，234 bp，预计编码蛋白 6，077 aa，是至今知道的分子量
大的结构蛋白。纯化的病毒经蛋白电泳后，割取蛋白条带进行蛋白质谱分析
（LC-MS/MS），然后经胶体金免疫电镜定位分析而被确认为新的核衣壳蛋白。




















膜蛋白 VP28 是病毒包膜上含量 高的一种蛋白， 早由 van Hulten 从纯
化的病毒中分离并进行蛋白 N-末端测序。VP28 在感染后 6 小时和 18 小时后，
仅能够检测到低水平表达，VP28 应该是一种晚期基因。胶体金免疫电镜定位实
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              BamH I 
VP3’：5’-CGAGAATTCGCTGCTATTTTTGGCAAAAT-3’ 







随机六核苷酸引物购自 QIAGEN 公司； 
4.酶类及试剂盒 
T4 DNA 连接酶、限制性内切酶 BamH I 和 EcoR I、Taqase 为大连宝生物公
司产品，M-MLV RTase、末端转移酶 TdT 购自 Promega 公司，DNA 纯化通用试剂
盒购自厦门鹭隆生物公司，“SV Total RNA Isolation System”试剂盒购于
Promega 公司，RNA 纯化试剂盒购自 QIAGEN 公司； 
5.核酸及蛋白质分子量标准 
核酸分子量 Marker 均购自上海生工生物公司，低分子量蛋白 Marker 购自
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Ni-NTA 树脂购自 QIAGEN 公司，rPrtotein A Sepharose Fast Flow 树脂、
PVDF 膜、western blot 用封闭液及显色液、AP 偶联羊抗鼠 IgG 购自 Amersan 
Pharmacia 公司，弗氏完全佐剂（Freund’s adjuvant incomplete）及弗氏不
完全佐剂（Freund’s adjuvant complete）、BSA 购自 Sigma 公司，考马斯亮
蓝 G-250 及 R-250、丙烯酰胺、N,N'-甲叉双丙烯酰胺为 Amresco 公司产品，多
聚赖氨酸和多聚甲醛购自 Sigma 公司，异硫氰酸荧光黄（FITC）购自 Pierce
公司，CNBr 活化的 Sepharose4B 购自 Amersham Pharmacia 公司；RGDT 肽，RDGT
肽（95%纯度）由上海生工合成。 
二） 主要仪器设备 
Bechman JA-20 M1 高速冷冻离心机； 
Biometra T3 PCR 仪； 
Ultrospec 2100 pro 紫外可见分光光度计，Amersan Pharmacia 公司； 
Hofer miniVE 垂直蛋白质电泳仪，Amersan Pharmacia 公司； 
Jim－X 半干式电转仪，Jim－X 核酸电泳仪，大连捷迈生物仪器公司； 
IX70 倒置式荧光显微镜，日本 Olympus 公司； 
JEOL 100 CXII 透射电镜。 
三） 常用溶液、培养基的配制 
LB 培养基 
 NaCl                    1% 
 Tryptone                 1% 
 Yeast extract               0.5% 
 Agar                       1.5%（固体培养基） 
碱法抽提质粒溶液 I 
 葡萄糖                      50 mmol/L 
 EDTA                      10 mmol/L 
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